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RESUMO

A esquistossomose mansdnica permanece um relevante problema de saude publica no Brasil,
onde cerca de 1,5 milhdo de pessoas vivem em areas endémicas. Embora o praziquantel
(PZQ) seja o tratamento de referéncia e apresente eficacia e seguranca, a dependéncia de um
unico anti-helmintico e os relatos de perda de suscetibilidade em alguns contextos descritos na
literatura, reforcam a necessidade de alternativas terapéuticas. Neste estudo, avaliou-se o
tungstato de prata ancorado com curcumina (AW-HRL-C) em modelo murino de
esquistossomose mansoOnica experimental, por meio de analises parasitologicas e
imunoldgicas. Foram examinadas a carga parasitaria, o perfil leucocitario sistémico e local, as
citocinas plasmaticas por CBA e as citocinas do lavado da cavidade peritoneal por ELISA.
Observou-se tendéncia de redugdo da deposi¢do de ovos e reducdo da recuperagdo de vermes
nos animais tratados com AW-HRL-C em relac¢dao ao controle infectado e nao tratado, além de
alteragdes no perfil leucocitario, mais evidentes no ambiente peritoneal. No plasma, apenas
IL-10 apresentou detec¢do consistente, com reducdo nos grupos tratados. No lavado da
cavidade peritoneal, os grupos tratados exibiram perfil de IL-4 entre controle infectado e ndo
tratado e controle ndo infectado, sem diferencas significativas para TNF-a, IL-6, IFN-y e
I[L-10. Em conjunto, os achados sugerem que o AW-HRL-C apresenta potencial
antiparasitdrio ¢ imunomodulador na esquistossomose mansonica experimental. Entretanto,
sdo necessarios estudos adicionais de dose-resposta, toxicidade in vivo, histopatologia e
mecanismo de acdo para definir sua seguranca e sua eficacia em diferentes estagios do

parasito.

Palavras-chave: esquistossomose; Schistosoma mansoni; curcumina; imunomodulagao;

tungstato de prata.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esquistossomose

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria endémica € permanece como uma doenca
parasitaria negligenciada de elevada relevancia sanitaria, social e econdmica, especialmente
em regides tropicais e subtropicais marcadas por pobreza, saneamento insuficiente e
exposicao frequente a agua doce contaminada. De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude, a transmissdo da doenga ja foi reportada em 79 paises, com necessidade de
quimioterapia preventiva em 50 paises endémicos. Em 2024, pelo menos 253,7 milhdes de
pessoas necessitaram de tratamento preventivo. Trata-se de uma das parasitoses mais
disseminadas no mundo e ocupa o segundo lugar, depois da maldria, em termos de
importancia e impacto socioecondmico (MINISTERIO DA SAUDE, 2024; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2026).

No contexto brasileiro, a doenca foi introduzida no pais no século XVI, no periodo do
Brasil colonial e do trafico de escravizados. Desde entdo, consolidou-se em extensas areas
endémicas que se expandiram pelo territorio nacional. As diretrizes técnicas do Ministério da
Saude de 2024 mostram que sua distribuicdo permanece mais intensa em uma faixa da costa
do Nordeste, que se interioriza e alcanca 4reas do Sudeste, especialmente seguindo
importantes bacias hidrograficas brasileiras. Para além, modificacdes ambientais, obras
hidricas, migragao, turismo rural e ecoturismo, ¢ a persisténcia de desigualdades no acesso ao
saneamento basico, favorecem a manutengdo e a expansao da transmissao desta parasitose.
Assim, a esquistossomose deve ser compreendida ndo apenas como uma infec¢do parasitaria,
mas também como expressdo de vulnerabilidades socioambientais persistentes, o que a
caracteriza como uma Doenga Socialmente Determinada (DSD) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2026).

1.2 Manifestac¢oes clinicas

A esquistossomose pode variar desde quadros assintomadticos até formas graves e
potencialmente fatais, variando de infec¢des agudas a cronicas, sendo que alguns dos
sintomas comuns incluem diarreia cronica, coélicas abdominais e dor abdominal,
especialmente na regido do quadrante superior direito, onde o figado esta localizado (Franga

et al., 2020; Buonfrate et al., 2025).



Essa doenca afeta principalmente o figado, bago e o intestino, podendo ocasionar
hepatomegalia, inflamagdo hepdtica cronica, fibrose hepatica, hipertensdo portal, ictericia,
ascite, sangramento gastrointestinal e esplenomegalia. Em alguns casos menos comuns,
também pode ocorrer colite, sindrome do intestino irritavel e comprometimento da absor¢ao
de nutrientes, resultando em desnutrigio (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2022).

1.3 Ciclo parasitario

A esquistossomose tem predominancia em locais sem saneamento basico adequado,
onde as pessoas entram em contato, pela pele e mucosas, com 4gua contaminada contendo
formas infectantes do parasita Schistosoma mansoni (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2022; MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

A transmissdo depende diretamente da presenca de individuos infectados que
excretam ovos do parasita nas fezes e da presenca de caramujos aquaticos do género
Biomphalaria, que atuam como hospedeiros intermediarios liberando cercarias, larvas
infectantes para o hospedeiro vertebrado nas aguas utilizadas pela populagao (Figura 1). Uma
vez no hospedeiro definitivo, os vermes adultos alojam-se no sistema porta-hepatico e parte
dos ovos produzidos fica retida nos tecidos, principalmente figado e intestino, desencadeando
reacdo inflamatodria granulomatosa e processo progressivo de fibrose, enquanto o restante é
eliminado nas fezes. Por isso, os sinais e sintomas da esquistossomose decorrem, em grande
maioria, da resposta do hospedeiro aos ovos retidos, e ndo apenas da presenca dos vermes

adultos (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).
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Figura 1 - Ciclo bioldogico das espécies de Schistosoma

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2024) (traduzido por InfoEscola)
Legenda: Representagdo do ciclo bioldgico de espécies do género Schistosoma. Os ovos eliminados nas fezes
(S. mansoni, S. japonicum e S. mekongi) ou na urina (S. haematobium) eclodem em ambiente aquatico, liberando
miracidios que infectam caramujos, seus hospedeiros intermedidrios. No interior destes moluscos ocorre o
desenvolvimento de esporocistos, culminando na liberagdo de cercarias na agua. As cercarias penetram
ativamente na pele humana, perdem suas caudas e transformam-se em esquistossdomulos, que migram pela
circulagdo até o figado, onde completam seu desenvolvimento em vermes adultos. Apds o acasalamento, os
parasitos migram para as vénulas mesentéricas do intestino ou para o plexo venoso da bexiga, dependendo da
espécie, reiniciando o ciclo pela eliminagdo dos ovos no ambiente. Os simbolos indicam os estagios infectantes e

diagnostico da doenca.

O controle efetivo desta DSD requer agdes preventivas abrangentes, incluindo
diagnostico precoce, controle dos hospedeiros intermediarios, educagdao em saude, melhorias

no saneamento e tratamento oportuno, rapido e eficaz (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

1.4 Resposta imune durante a infeccio

1.4.1 Resposta imune na fase aguda
Logo apo6s a penetragdo da cercaria de S. mansoni é desencadeada a resposta

inflamatéria pelo recrutamento de leucdcitos. Nesta fase inicial da infecgdo, o parasito
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desencadeia intensa resposta inflamatoria sistémica, podendo contribuir para manifestagdes
clinicas severas, como embolia pulmonar, que pode culminar na morte do hospedeiro.
Durante a maturacdo e migracdo das formas de vida do parasito, observa-se infiltragao
inflamatoéria local de neutrofilos, eosindfilos, macréfagos e linfocitos, contribuindo para o
estabelecimento do quadro inflamatoério inicial (Houlder et al., 2021; MINISTERIO DA
SAUDE, 2024).

No sangue periférico, as alteracdes sdo frequentemente observadas durante a fase
aguda, incluindo leucopenia discreta acompanhada de eosinofilia acentuada, considerada uma
das principais caracteristicas laboratoriais das infec¢des por helmintos. O aumento dos
eosin6filos estd ligado a ativagdo de mecanismos efetores voltados ao combate do parasito,
enquanto neutr6filos e mondcitos participam da resposta inflamatoéria inicial e da remocao de
debris celulares, reflexos do dano tecidual provocado pela migracao parasitaria (Bisetegn et

al., 2022).

1.4.2 Transig¢ao para fase cronica

Com o inicio da oviposi¢do e retengao de ovos nos tecidos, entre a sexta e sétima
semana de infecg¢do, a resposta imune sofre modulagdo, passando de um perfil inflamatorio
inicial para uma resposta predominantemente do tipo Th2 (Dunne; Cooke, 2005). Com a
progressao da infec¢do, estabelece-se inflamacao cronica hepatica e intestinal, e essa transi¢ao
inflamatéria contribui para a mitigacdo do dano tecidual, além de favorecer a formacao de
granulomas ao redor dos ovos presentes nos tecidos, a fibrose hepatica, alteragdes vasculares
e prejuizo funcional, fendmenos centrais na patogénese da esquistossomose mansdnica

(MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

1.4.3 Microambiente peritoneal na esquistossomose

Em vista do exposto, a resposta inflamatdéria decorrente da infeccdo interfere no
equilibrio imunologico sistémico e local, sendo o ambiente peritoneal um importante
microambiente para avaliagao da modulagao inflamatéria associada a progressao da patologia.

As alteragdes neste microambiente sdo caracterizadas pelo maior recrutamento e
ativacdo de leucocitos. Estudos experimentais demonstraram um aumento significativo da
migracao celular para a cavidade peritoneal, com expansdo de populagdes leucocitarias,
principalmente, de macrdéfagos, indicando que esse compartimento pode refletir a intensidade

da resposta inflamatodria desencadeada pela infeccao (Oliveira et al., 2011).
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Células mononucleares peritoneais apresentam especial relevancia nesse contexto,
uma vez que sua quantidade aumenta progressivamente ao longo da infec¢do (Godoy et al.,
1989). Essas células participam tanto da manutencdo da inflama¢do quanto de processos de
reparo tecidual e remodelamento associados a doenga cronica. Por isso, a avaliagdo do
microambiente peritoneal, neste caso, a partir do Lavado da Cavidade Peritoneal (LCP),
constitui uma importante ferramenta para investigar a modulag@o inflamatoria induzida pela

esquistossomose e os efeitos de estratégias terapéuticas sobre o perfil leucocitario local.

1.5 Tratamento da esquistossomose

1.5.1 Praziquantel: mecanismo e limitagdes

O controle da esquistossomose requer uma abordagem integrada. A Resolugdo 54.19
da Assembleia Mundial da Satde endossou o uso da quimioterapia com Praziquantel (PZQ)
associado a acdes de saneamento, acesso a agua segura, educacdo em saude, vigilancia e
manejo dos hospedeiros intermediarios, como estratégia principal para o controle e reducao da
morbidade atrelada & esquistossomose (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002).
Desse modo, embora o tratamento medicamentoso seja fundamental, ele ndo ¢ suficiente
isoladamente.

Atualmente, o PZQ ¢ o tinico medicamento utilizado no tratamento da doenga. A OMS
o classifica como o unico medicamento recomendado para tratar as espécies de Schistosoma
que infectam humanos. O farmaco ¢ considerado seguro, bem tolerado, eficaz e de baixo
custo, sendo amplamente utilizado nos programas de controle da esquistossomose (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2026; MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

Revisodes recentes indicam que o mecanismo de agao do PZQ envolve, ao menos em
parte, a ativag@o do canal idbnico TRPM_PZQ, com consequente despolarizagdo de membrana,
influxo de calcio, contragdo tetanica, paralisia do verme e dano tegumentar. Ainda assim, o
interesse continuo por terapias alternativas e adjuvantes ¢ sustentado pelas preocupagodes
relacionadas com a menor eficacia sobre formas juvenis, a reinfeccdo apds o tratamento
frequente em 4reas endémicas, a dependéncia de um tnico farmaco e a consequente potencial
perda de sensibilidade (Caldwell et al., 2023; Eastham; Doyle, 2024; Villamizar-Monsalve et
al., 2024).
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1.6 Novas abordagens terapéuticas

1.6.1 Semicondutores a base de prata

A ciéncia de materiais passou a oferecer novas possibilidades para a pesquisa em
esquistossomose, com énfase aos materiais, micro e nanoparticulas, contendo prata, as quais
tém despertado interesse por suas propriedades fisico-quimicas e amplo espectro de atividade
biologica (Azam et al., 2012; Qin et al., 2014; Murray; Kagan; Bawendi, 2000).

Seus mecanismos de atuagdo sao multiplos e podem envolver a liberagao de ions Ag’,
que reagem com cargas negativas presentes na superficie celular, promovendo desnatura¢ao
proteica e morte celular (Vazquez-Muiioz et al. 2014), internalizagdo do composto com dano
de membrana e geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO).

Esses efeitos, entretanto, estdo intimamente ligados ao tamanho e forma do composto,
o que significa que sua aplicagdo bioldgica precisa ser acompanhada de avaliagao rigorosa de

biocompatibilidade e toxicidade (Fragelli et al., 2024; Rodrigues et al., 2024).

1.6.2 Material ceramico a-Ag,WO,

Pesquisadores vinculados ao Centro de Desenvolvimento de Materiais Funcionais
(CDMF) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) t€ém desenvolvido materiais a base
de tungstatos e molibdatos de prata, capazes de gerar pares elétron-buraco e espécies reativas
de oxigénio com alto poder oxidante. Esses materiais apresentam propriedades
antimicrobianas promissoras (Cavalcante et al., 2012).

Entre estes materiais & base de prata, o tungstato de prata a-Ag,WO, vem sendo
investigado na literatura diante de seu potencial antimicrobiano e as propriedades eletronicas
e oxidativas associadas a sua estrutura. Estudos demonstraram que microcristais de
a-Ag,WO, apresentam atividade antimicrobiana contra Candida albicans, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Em outro modelo, concentragdes selecionadas
do material mostraram efeitos promissores sobre fibroblastos gengivais humanos e matrizes
tridimensionais de colageno, sugerindo potencial biocompativel em condi¢des especificas.

(De Foggi et al., 2017; Chavez et al., 2018; Assis et al., 2019).

1.6.3 Toxicidade do a-Ag,WO,
Em contraponto, estudos ecotoxicoldogicos com o mesmo material (a-Ag,WO,)
demonstraram toxicidade, relacionada a producdo de espécies reativas de oxigénio e seu

potencial oxidante, para a microalga Raphidocelis subcapitata, o que indica que sua elevada
12



bioatividade ndo pode ser generalizadamente interpretada como seguranga bioldgica (Abreu et
al., 2022).

Evidéncias recentes ainda sugerem que a toxicidade do tungstato de prata nao esta
relacionada apenas a sua composi¢ao quimica, assim como percebido para as atividades, mas
também as caracteristicas morfologicas do material. Estas sdo capazes de influenciar
diferentes vias de morte celular e respostas associadas ao estresse oxidativo em células de
mamiferos, reforcando a necessidade de avaliagdes criteriosas de biocompatibilidade para

aplicagoes terapé€uticas (Fragelli et al., 2024).

1.6.4 Curcumina como biomolécula terapéutica

A curcumina, principal bioativo da Curcuma longa, apresenta atividades antioxidante,
anti-inflamatdéria e anti-infecciosa. Estudos experimentais em Schistosoma mansoni ja
mostraram atividade esquistossomicida in vitro, com alteragdes tegumentares, modulagao
transcricional e indugdo de estresse oxidativo seguido de eventos apoptdticos em parasitos
adultos (Mokbel et al., 2020; Rehman et al., 2022).

Além disso, atua na regulacao de fatores de transcrig¢ao, citocinas, moléculas de adesao
e enzimas associadas a inflamacao, contribuindo para eliminacdo de radicais livres e reducao
do estresse oxidativo (Ebrahimi et al., 2022; Liu et al., 2023; Mamta Kumawat et al., 2022).

Mesmo diante do reconhecimento em literatura sobre a baixa solubilidade e a
biodisponibilidade limitada (Nelson Et Al., 2017; Jelinski; Przybytek; Cysewski, 2019) que
restringem o uso clinico da curcumina livre, esses dados tornaram a exploracao de estratégias
combinatdrias que unam a bioatividade de materiais contendo prata ao potencial modulador

da curcumina.

1.6.5 AW-HRL-C

A combinagdo entre o potencial oxidante dos materiais a base de prata, neste caso o
a-Ag,WO, na conformagdo de microbastdo hexagonal, e a capacidade antioxidante da
curcumina busca proporcionar maior eficiéncia terapéutica e atenuagao da citotoxicidade.

Nesse contexto, propde-se avaliar o efeito do semicondutor a-Ag:WO: ancorado com
curcumina (AW-HRL-C) (Figura 2), que foi gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa de
CDMF, coordenado pelo Dr. Elson Longo, como alternativa terapéutica frente as limitagdes

do tratamento convencional da esquistossomose.
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Curcumina |
recobrindo a
superficie

a-Ag,WO, (AW-HRL) Curcumina AW-HRL-C

Figura 2 - Ancoramento do bastio hexagonal de tungstato de prata com curcumina
Fonte: Elaboracao propria, gerada por Inteligéncia Artificial via Canva, [2026]
Legenda: Representacdo esquematica da sintese do AW-HRL-C, obtido pela ancoragem da curcumina na

superficie do a-Ag:WO: (AW-HRL), formando um material hibrido para avaliagio biologica.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito terapéutico do semicondutor tungstato de prata ancorado com
curcumina como estratégia terap€utica antiparasitaria ¢ imunomoduladora em modelo murino

experimental de esquistossomose mansonica.

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar a eficacia antiparasitaria do AW-HRL-C por meio da quantificacdo de
ovos nas fezes e da recuperagdo de vermes adultos de Schistosoma mansoni em

modelo murino;

e [nvestigar o efeito do tratamento sobre a resposta inflamatéria sistémica e
local, por meio da contagem global e diferencial de leucocitos no plasma e no

LCP dos camundongos;

e Determinar o efeito imunomodulador do AW-HRL-C por meio da
quantificagdo de mediadores imunoldgicos associados a infec¢do por S.

mansoni.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi conduzido em acordo com os pardmetros éticos estabelecidos pela
Comissdo de FEtica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar), a qual aprovou em 27 de outubro de 2023 o uso dos animais deste estudo sob

protocolo do CEUA n° 1667161023.

3.2 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido contando com 40 camundongos Balb/c fémeas divididos
em 4 grupos: controle negativo (CN) (n=10), ndo infectado com S. mansoni e nem tratado;
controle positivo (CP) (n=10), infectado e ndo tratado; PZQ (n=10), infectado e tratado com
praziquantel e AW-HRL-C (n=10), infectado e tratado com tungstato de prata ancorado com

curcumina (Figura 3).

Delineamento temporal do experimento

Dia 0 Dia 44 Dia 54 Dia 55
Infeccao 1* contagem Dias 45 a 54 2* contagem Eutanésia e
(~80 cercarias de de ovos Periodo de tratamento de ovos coleta biolégica
S. mansoni) (Kato-Katz) (10 dias consecutivos) (Kato-Katz)

Sangue (plasma)

Lavado da cavidade

Grupo Praziquantel (PZQ): peritoneal (LCP)

Praziquantel 400 mg/kg (dose Gnica no Dia 45)*
Figado

)

Grupo AW-HRL-C:
AW-HRL-C 15 mg/mL; 100 pL/animal/dia
(via oral, durante 10 dias consecutivos)

Intestino
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* Dose de Praziquantel segundo protocolo empregado ne laboratério para camundongos Balb/c.

Figura 3 - Delineamento temporal do experimento

Fonte: Elaboracao propria

Legenda: Os animais foram infectados no Dia 0 com 80 cercarias de S. mansoni por imersdo caudal. A primeira

avaliacdo parasitologica por Kato-Katz foi realizada no Dia 44 para confirmagao da infec¢do. Entre os Dias 45 ¢

54, os animais receberam tratamento por gavagem: PZQ (400 mg/kg, dose tinica no Dia 45), AW-HRL-C (15

mg/mL; 100 pl/animal/dia durante 10 dias consecutivos) ou agua (100 pL/animal/dia nos grupos CN e CP). No
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Dia 54 foi realizada uma segunda avaliagdo pelo método de Kato-Katz. No Dia 55 procedeu-se a coleta
biolodgica, incluindo plasma, lavado da cavidade peritoneal (LCP), figado, intestino e vermes adultos recuperados

por perfusdo do sistema porta-hepatico.

3.3 Infeccio

Com excecao do CN, cada animal dos grupos CP, PZQ e AW-HRL-C foi infectado
com 80 cercarias de Schistosoma mansoni no primeiro dia do experimento. As cercarias
(larvas infecciosas) utilizadas pertenciam a cepa Belo Horizonte, mantidas no Departamento
de Biologia Animal do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP, Campinas - SP. O procedimento ocorreu no proprio IB - UNICAMP, sob
supervisdo da Dr.? Silmara Alegretti, e foi realizado por imersdo caudal, mimetizando a

infec¢do natural promovida pelo S. mansoni.

3.4 Protocolos de tratamento

Os animais foram mantidos com livre acesso a agua e racao para roedores. Durante o
periodo da intervencdo, todos os animais receberam, por gavagem, a concentragdo
determinada do tratamento ou de agua e ndo foram observadas alteracdes aparentes no
comportamento, peso e/ou alimentacao dos camundongos.

De fato, ao longo do experimento, foram verificados na pesagem dos animais as
médias de 23,3g, 22,6g, 23,7g e 22,5g para os grupos CN, CP, PZQ e AW-HRL-C,
respectivamente. A alteragdo no valor médio ndo reflete nenhum impacto dos tratamentos,
visto que o peso foi acompanhado semanalmente.

A gavagem foi realizada com canula rigida compativel (comprimento e calibre) com o
tamanho dos camundongos. O grupo PZQ foi tratado com praziquantel diluido em Cremofor
2% em administragdo unica com dosagem de 400 mg/kg. O grupo AW-HRL-C foi tratado
com tungstato associado a curcumina de modo consecutivo durante os 10 ultimos dias do
periodo experimental, com doses diarias de 15 pg/mL. Os grupos CP e CN nao receberam

tratamento, no entanto foi realizada a gavagem com agua nos 10 tltimos dias do experimento.

3.5 Contagem de ovos

A contagem de ovos foi feita utilizando o método Kato-Katz. Resumidamente, essa
técnica consiste em recolher e colocar as amostras de fezes sobre uma lamina com uma placa
perfurada em sua superficie, padronizando as amostras em formato cilindrico no centro da

lamina. Retira-se, entdo, a placa da lamina, a qual se cobre com uma laminula de papel
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celofane impregnada de verde malaquita. Dessa forma, as laminas apresentam a conservagao
das fezes e os ovos do S. mansoni visiveis em microscopia. As laminas preparadas foram
analisadas em curto espago de tempo.

A primeira contagem de ovos aconteceu a partir do 44° dia do estudo. Ela teve o
intuito de confirmar o sucesso da infec¢do dos animais, visto que a produgdo de ovos se da
entre 35 e 42 dias, aproximadamente (Costain; Macdonald; Smits, 2018).

O segundo teste pelo método de Kato-Katz aconteceu no 54° dia, dia que antecedeu a
eutanasia, de modo que a liberagdo de ovos pelas fémeas adultas ja teria aumentado no grupo
CP e os grupos tratados supostamente teriam alteragdes no niimero de ovos presentes nas
amostras de fezes.

Para determinacdo de parametros parasitarios, foram contados os numeros de ovos nas
fezes dos animais através do teste de Kato-Katz e estes valores multiplicados por 24, fator de
corregdo correspondente aos 41,7 mg de fezes utilizados na técnica, permitindo a estimativa

do numero de ovos por grama de fezes (Katz; Peixoto, 2000).

3.6 Eutanasia e coleta biolégica

No 55° dia de experimento foi realizado o procedimento de eutanasia dos animais.
Cada animal foi anestesiado em camara de CO, e submetido a coleta de sangue, do lavado da

cavidade peritoneal (LCP), do figado, do intestino e de vermes adultos.

3.6.1 Coleta de sangue (plasma)

Com os animais anestesiados, foi realizada a coleta de sangue a partir da pungdo da
veia braquial esquerda, utilizando EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid - Acido etileno
diamino tetra acético) como anticoagulante, na concentracgao final de aproximadamente 0,3M.
ApOs a coleta os animais foram eutanasiados.

Amostras de sangue foram entdo centrifugadas entre 15 e 20 minutos, com rotagdo de
1500RPM, para obten¢do do plasma, e armazenadas a -20°C ao abrigo de luz até o momento
do uso em analises.

As amostras de sangue foram utilizadas na confec¢do de laminas de esfregaco
sanguineo, para contagem diferencial de leucocitos. Essas amostras sanguineas também foram
utilizadas na confec¢do de laminas para contagem global de leucdcitos. O plasma, obtido por

centrifugacdo das amostras de sangue, foi utilizado para analises do perfil inflamatorio.
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3.6.2 Lavado da cavidade peritoneal (LCP)

A obtencdo de cé¢lulas da cavidade peritoneal se deu pela injecao de 3 mL de solugdo
salina tamponada (PBS) contendo 0,5% de citrato de sddio (PBS/Citrato) no peritdnio e
recuperando a solu¢do do lavado. As amostras coletadas do LCP foram utilizadas na

confecgdo de laminas para contagem global e diferencial de leucdcitos.

3.6.3 Perfusdo do sistema porta-hepatico

A coleta de vermes adultos foi realizada a partir da recuperagao destes no intestino dos
camundongos através da perfusdo, utilizando PBS citratado, do sistema porta e mesentério

intestinal, realizada através do ventriculo esquerdo.

3.7 Avaliacao parasitologica

Apos a retirada de vermes de cada animal, foram contados os numeros de machos,
fémeas e pares acasalados.

O grau de protecao foi medido pela comparacdo entre o nuimero de vermes
recuperados em cada grupo experimental infectado e o grupo CP, de acordo com a equagao de

Delgado et al. (1992):

RGC — RGE

RCP = PCC

x 100

Nela, RCP ¢ a redugdo da carga parasitaria, RGC ¢ recuperagdo no grupo controle

positivo e RGE, recuperacdo no grupo experimental (Fonseca et al., 2004).

3.8 Analises hematologicas e em lavado da cavidade peritoneal (LCP)

3.8.1 Contagem global de leucdcitos

A contagem global de células do plasma e do LCP foi realizada por amostra na camara
de Neubauer, com adi¢do da solucdo de Turk (acido acético 3% e azul de metileno 1%) na

diluigdo de 1:20.

3.8.2 Contagem diferencial

A contagem diferencial de leucocitos em amostras de plasma foi realizada a partir de
laminas de esfregago sanguineo, confeccionadas no dia da eutandsia e coradas com pandtico
rapido. Em amostras de LCP, as laminas para contagem foram confeccionadas com o uso de

uma citocentrifuga e coradas também com panoptico rapido. Para a contagem diferencial,
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foram contados 100 leucécitos por ldmina, e estes foram divididos em Células

Mononucleares, Neutrofilos e Eosinofilos.

3.9 Analises imunologicas

3.9.1 CBA plasmatico

Para a citometria de fluxo, o plasma obtido da centrifugagdo das amostras de sangue
foi utilizado para quantificagdo das citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y)
com o uso do kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) - Mouse Th1/Th2/Th17 CBA Kit.

3.9.2 ELISA do LCP

Para o ensaio imunoenzimatico foram utilizadas células da cavidade peritoneal dos
animais. Foram analisadas as citocinas IL-4, IL-6, IL-10, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e Interferon gama (IFN-y). Em placas com 96 pocos, inicialmente foi feita a
sensibilizagdo com a adi¢do de 100 uL/poco de solucdo contendo o anticorpo de captura
diluido em tampao fosfato ou carbonato, responsavel por reconhecer cada uma das citocinas.
Em seguida, as placas foram incubadas por 18h a 4°C. Apds esse periodo, o sobrenadante foi
descartado, a placa lavada com solugdo de lavagem (PBS e Tween 20%) e o bloqueio dos
sitios de ligacdes inespecificas foi realizado adicionando 200uL de solu¢ao contendo PBS e
albumina 1%. As placas foram incubadas por 1h em temperatura ambiente e em seguida
lavadas. Foram adicionadas, para delimitacdo da curva padrdo, as diferentes diluicdes da
citocina recombinante padrdo especifica para reconhecimento de marcadores selecionados e
as amostras de LCP (100uL/pogo). Apos incubagdo por 2 horas, foi realizada uma nova
lavagem e adicionado 100uL/poco do anticorpo de deteccdo para cada uma das citocinas
(anticorpo secundério biotinilado), junto de 100uL/pogo da enzima estrepto-avidina diluida
em PBS e albumina 1%. Apo6s 30 minutos a placa foi novamente lavada e adicionado
100uL/poco do substrato. O substrato utilizado foi uma mistura 1:1 de H,O, e
tetrametilbenzidina (TMB). Por fim, a reagdo foi bloqueada adicionando 50uL/poco de
H,SO,. A leitura da absorbancia foi feita no comprimento de onda de 450 nm pelo leitor de
placas de ELISA.

As concentracdes e dilui¢des dos anticorpos de captura, das citocinas recombinante
padrao, dos anticorpos de deteccdo e da enzima estrepto-avidina foram determinadas de

acordo com os kits comerciais utilizados (BD Biosciences).
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3.10 Analise estatistica

A analise estatistica utilizou o software Prism 10.2.0. Para a normaliza¢ao de dados
das contagens de ovos e de vermes e ensaios imunoldgicos, primeiramente, os outliers foram
identificados utilizando-se o método de Grubbs e removidos do conjunto de dados. Em
seguida, foram realizados testes para avaliar a normalidade dos dados (Skewness, Kurtosis,
cocficiente de variacdo, valores de média, mediana e testes de Shapiro-Wilk,
Kolmogorov-Smirnov, D’ Agostino-Pearson e Anderson-Darling). Como as andlises indicaram
uma distribui¢do ndo paramétrica dos dados, foi empregado o teste de Kruskal-Wallis com pds

teste de Dunn, considerando significativos os valores de p < 0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Carga parasitaria
4.1.1 Contagem de ovos

Na analise realizada no 54° dia, o nimero de ovos nas fezes dos animais infectados e
que receberam AW-HRL-C apresentou redugdo, assim como observado nos animais
infectados e tratados com PZQ (Figura 4). Apesar de ndo ser estatisticamente significativa, a
reducdo de ovos no grupo AW-HRL-C foi de 43,04% em relagdo ao CP, sugerindo o efeito do
composto na eliminagdo dos ovos do S. mansoni a particula do tratamento alternativo

proposto.
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Ovos /| Grama de Fezes

Figura 4 - Efeito dos tratamentos sobre a eliminacio de ovos nas fezes

Fonte: Elaboracdo propria
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Legenda: Numero de ovos por grama de fezes (OPG) determinado pelo método de Kato-Katz ao final do
periodo experimental. Os dados estdo apresentados como média + desvio padrao dos grupos controle positivo

(CP), tratado com PZQ e tratado com AW-HRL-C.

4.1.2 Contagem de vermes

O numero de vermes recuperados pela perfusdo do sistema porta e no mesentério
intestinal apresentou redu¢do no niimero médio de vermes por animal para os tratamentos
convencional e alternativo (Figura 5), em relagdo ao CP, corroborando para o quadro de
suscetibilidade ao tratamento proposto, visto a reducao de ovos. Vale ressaltar que a reducao
na contagem de vermes foi de 67,74% para AW-HRL-C e de 70,97% para PZQ, em relagdo ao
CP.
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Figura 5 - Recuperacio de vermes adultos apés tratamentos
Fonte: Elaboragdo propria
Legenda: Numero total de vermes adultos recuperados por perfusdo do sistema porta-hepatico nos grupos

controle positivo (CP), tratado com Praziquantel (PZQ) e tratado com AW-HRL-C.

Diante do calculo percentual da redugdo da carga parasitaria, observou-se uma redugao
nesta carga (Tabela 1). Assim, com a diminuicao tanto de vermes quanto de ovos, mesmo que
ndo foram percentualmente equivalentes ao proporcionado pelo tratamento com PZQ, ainda

representa progresso na substitui¢do do fArmaco, requerendo maiores estudos de dosagem.
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Média de Vermes Reduc¢io da Carga

Grupo
por Animal Parasitaria (%)
CpP 9,30 -
PZQ 2,70 70,97
AW-HRL-C 3,00 67,74

Tabela 1 - Efeito dos diferentes protocolos terapéuticos sobre a carga parasitaria

Fonte: Elaboracao propria

Legenda: A carga parasitaria ¢ expressa a partir da média de vermes adultos recuperados por animal e pelo
percentual de reducdo em relacdo ao grupo controle positivo (CP). CP: grupo infectado ndo tratado; PZQ: grupo
infectado tratado com praziquantel (400 mg/kg); AW-HRL-C: grupo infectado tratado com a-Ag:WO. ancorado

com curcumina. A redugdo da carga parasitaria (%) foi calculada em relagdo ao grupo CP.
4.2 Perfil leucocitario

4.2.1 Contagem global
Os dados obtidos (Figura 6) indicam que ndo houve diferenca significativa da carga
leucocitaria no sangue entre os grupos analisados. Ja para o LCP, houve aumento significativo

de leucocitos nos grupos CP, PZQ e AW-HRL-C quando comparados ao grupo CN..
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Figura 6 - Contagem global de leucécitos no sangue e no LCP

Fonte: Elaboracao propria

Legenda: Quantificacdo global de leucocitos no plasma e no lavado da cavidade peritoneal dos grupos controle
negativo (CN), controle positivo (CP), tratado com Praziquantel (PZQ) e tratado com AW-HRL-C. Os resultados
sdo apresentados como boxplots contendo mediana, intervalo interquartil e valores minimo ¢ maximo. Os
asteriscos indicam diferencas significativas entre os grupos (*p < 0,05), determinadas pelo teste de

Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn.
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4.2.2 Contagem diferencial

A andlise diferencial de leucécitos indicou que o AW-HRL-C ndo leva a alteragdes

significativas no nimero de células mononucleares, neutréfilos e eosindfilos em amostras de

plasma, em relagdo ao verificado para os animais infectados (CP) (Figura 7). J4 a analise do

LCP indicou alteragdes significativas no nimero de células analisadas, com aumento de

células mononucleares e diminuicao de neutrdfilos e eosindfilos, em comparacdo aos animais

infectados.
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Figura 7 - Contagem diferencial de leucdcitos no sangue e no LCP

Fonte: Elaboragao propria

Legenda: Distribuicdo percentual de células mononucleares, neutréfilos e eosinofilos no plasma e no lavado da

cavidade peritoneal (LCP) dos grupos CN, CP, PZQ ¢ AW-HRL-C. Os resultados sdo expressos em boxplots

contendo mediana, intervalo interquartil e valores minimo e méaximo. Os asteriscos representam diferengas

significativas entre os grupos (*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001), determinadas pelo teste de

Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn.
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4.3 Perfil de citocinas plasmaticas (CBA)

Foram analisadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y,
entretanto, apenas a IL-10 apresentou padrdo detectavel no citdmetro. Percebeu-se um
aumento de IL-10 em relagdo ao CN para todos os tratamentos (Figura 8). Pela analise da

figura 8 pode-se sugerir uma tendéncia na diminui¢ao de IL-10 dos tratamentos comparado ao
CP.
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Figura 8 - Concentracio plasmatica de IL-10 apés os tratamentos

Fonte: Elaboracao propria

Legenda: Quantificacdo da citocina IL-10 no plasma dos grupos CN, CP, PZQ ¢ AW-HRL-C, determinada por
Cytometric Bead Array (CBA). Os resultados s3o apresentados como média + desvio padrdo. Os asteriscos
representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (**p < 0,01), determinadas pelo teste de

Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn.

4.4 Perfil imunolégico do microambiente peritoneal (ELISA)

A dosagem das citocinas IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y a partir do ensaio
imunoenzimatico (ELISA) apresentou niveis de IL-4 significativamente menores no grupo
controle positivo (CP) em comparacao ao controle negativo (CN) (p < 0,05) (Figura 9). Para

TNEF, IL-6, IFN e IL-10, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 9 - Perfil de citocinas no LCP

Fonte: Elaboragao propria

Legenda: Concentragdes de IL-4, TNF, IL-6, IFN-y ¢ IL-10 no lavado da cavidade peritoneal (LCP) dos grupos
CN, CP, PZQ ¢ AW-HRL-C, determinadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os asteriscos representam

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (*p < 0,05), determinadas pelo teste de Kruskal-Wallis

com poés-teste de Dunn.
5 DISCUSSAO

5.1 Efeito antiparasitario do AW-HRL-C

A redugdo, embora ndo significativa, observada tanto na elimina¢ao de ovos quanto na
recuperacdo de vermes adultos sugere que o tratamento com AW-HRL-C exerce atividade
antiparasitaria sobre Schistosoma mansoni. Embora a relevancia do AW-HRL-C como agente
antiparasitario tenha sido evidenciada pela redugdo da carga parasitaria de aproximadamente
68% na carga de vermes, sua eficacia foi similar a do PZQ (~71%). A diminui¢do no nimero
de ovos do grupo AW-HRL-C (~43%) ficou aquém do efeito observado com praziquantel
(PZQ, ~90%), e ndo alcancou significancia estatistica, embora sugira uma tendéncia benéfica.
Esse padrao ¢ compativel com estudos prévios que usam compostos alternativos. Em Mokbel

et al. (2020), por exemplo, ¢ demonstrada a atividade esquistossomicida moderada da
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curcumina, reduzindo a carga parasitaria entre 7 e 45%, e a deposi¢ao de ovos entre 28 e 34%,
para nanoparticulas de curcumina.

A auséncia de significancia estatistica nestas variacoes pode ser atribuida tanto a
variabilidade biologica, podendo ser reflexos também da diminui¢do do nimero de vermes
recuperados, ou quanto a interferéncia na fecundidade dos casais adultos, uma vez que
alteracdes no metabolismo energético, integridade tegumentar e viabilidade reprodutiva do
parasito t€m sido descritas para compostos metéalicos e derivados naturais com propriedades

oxidantes (Abdel-Hafeez et al., 2020; Ahmed et al., 2025).

5.2 Modulacio sistémica da resposta imune

A infec¢do por S. mansoni em estagios agudo e cronico provoca a liberacdo de
antigenos pelos ovos e parasitos, o que justifica as alteragdes dindmicas na resposta imune do
hospedeiro. Nas fases iniciais da infecgdo predomina um perfil inflamatério sistémico
associado a producdo de citocinas pro-inflamatorias, enquanto a deposi¢do continua de ovos
leva a polarizagdo progressiva para respostas regulatorias e do tipo Th2, responsadveis por
limitar danos teciduais (Sombetzki et al., 2022).

De maneira geral, o tratamento com AW-HRL-C foi capaz de normalizar a contagem
total de leucocitos no sangue, atingindo niveis compardveis aos do grupo controle negativo
(CN), o que sugere que a diminuicdo da carga de parasitos pode ter reduzido o estimulo
inflamatorio sistémico. Com relagdo a efeitos imunoldgicos sistémicos, observamos que o
AW-HRL-C nao promoveu alteragdes expressivas na distribuicdo diferencial de leucocitos
circulantes em comparagdo aos animais infectados ndo tratados, sugerindo auséncia de
imunotoxicidade sistémica evidente. Esses achados sdo coerentes com o papel central dos
eosinodfilos na resposta anti-helmintica, uma vez que a persisténcia da eosinofilia nos grupos
infectados indica que o uso do AW-HRL-C nao aboliu esse traco caracteristico. Além disso, a
manuten¢do das propor¢des de células mononucleares, neutrdfilos e eosinofilos no sangue
sugere que os efeitos imunomoduladores do composto ndo ocorreram as custas da supressao
hematologica, aspecto relevante considerando o potencial citotoxico frequentemente
associado a materiais contendo prata (Fragelli et al., 2024).

Na analise das citocinas no plasma via CBA, a IL-10 foi a unica citocina detectavel no
painel plasmatico analisado. Essa citocina, na fase cronica da doenga, atua como uma
reguladora, exercendo papel central na parasitose ao limitar respostas inflamatorias
exacerbadas e prevenir danos hepaticos decorrentes da deposi¢ao de ovos, sendo produzida
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principalmente por macréfagos alternativamente ativados e células T reguladoras

(Nascimento et al., 2020; Sombetzki et al., 2022).

5.3 Modulacio do microambiente peritoneal

Registramos leucocitose peritoneal acentuada em todos os grupos infectados em
comparagdo ao CN, mas com diferencas no perfil celular. A elevagdo na contagem global de
leucdcitos e a modulagdo da resposta imunolégica com AW-HRL-C, mesmo sendo similar ao
PZQ, indicam um controle da resposta inflamatodria, focalizada na regido peritoneal, como
sugerido pela grande leucocitose observada no LCP.

A leucocitose presente nos grupos infectados confirma a intensa ativacao inflamatoria
induzida pela infeccdo, enquanto o aumento relativo de células mononucleares, que atuam
tanto na contengdo da inflamag¢do quanto na promogao do reparo tecidual, quando associado a
redu¢do de neutrofilos e eosinofilos sugere reorganizagdo do infiltrado celular apds o
tratamento. Tal padrdo sugere um deslocamento da inflamacdo de um estado agudo ou
granulomatoso para um perfil predominantemente mononuclear e regulador para a resolugao

parcial do processo inflamatdrio (Nascimento et al., 2020).

5.4 Relagao parasito-tratamento-imunomodulacio

A andlise conjunta dos dados sugere que a modulacdo imunoldgica promovida pelo
AW-HRL-C esta diretamente relacionada a redugdo da carga parasitaria, o que confirma a
estreita relagdo entre o parasitismo e a resposta do hospedeiro.

A menor deposicao de ovos e a presenca de vermes, possivelmente diminuiu a
exposicdo do hospedeiro aos antigenos parasitarios. Isso pode ter atenuado o estimulo Th2
crénico, que ¢ caracteristicamente derivado desses ovos (Sombetzki et al., 2022).

De maneira analoga, sabe-se que interromper a infeccdo com PZQ reverte
parcialmente o ambiente tolerogénico do hospedeiro, potencialmente melhorando a resposta
protetora. Portanto, AW-HRL-C parece agir tanto por vias diretas sobre o Schistosoma, ao
reduzir a carga parasitaria, quanto de forma indireta, ao aliviar a estimula¢do inflamatoria.
Estratégias terapéuticas capazes de reduzir a carga parasitaria sem desencadear respostas
inflamatérias exacerbadas apresentam potencial para minimizar a progressao da doenca e
reduzir a morbidade associada a infeccdo cronica (Ahmed et al., 2025; Nafady-Hego et al.,

2023).
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Embora o AW-HRL-C nao tenha atingido o mesmo patamar de eficacia que o PZQ na
remocdo de parasitos, o estudo indica que o composto contribui para o reequilibrio
imunologico e a protecao dos tecidos, o que representa uma vantagem potencial a longo

prazo.

5.5 Potencial biotecnologico do AW-HRL-C

A associagdo entre a-Ag:WO. e curcumina representa uma abordagem inovadora no
contexto da esquistossomose experimental, reunindo propriedades antiparasitarias e
imunomoduladoras em uma mesma formulacdo. Tanto a curcumina quanto particulas
metalicas (prata, tungstato) ja foram descritas com atividades anti-inflamatorias e
antiparasitarias em outras doengas parasitarias e inflamatdrias (Azam et al., 2012; Qin et al.,
2014; Murray; Kagan; Bawendi, 2000; Mokbel et al., 2020; Ebrahimi et al., 2022; Liu et al.,
2023; Mamta Kumawat et al., 2022). Nossos resultados corroboram com esses efeitos pois
indicam uma redugdo na carga de parasitos aliada a um perfil imunoldgico mais equilibrado.
Por exemplo, estudos relataram que nanoparticulas de prata verdes podem reduzir lesdo
hepatica e atividade inflamatoria em esquistossomose (El-Ansary et al., 2020).

Ainda assim, para avangar na aplicagdo translacional do AW-HRL-C sdo necessarios
diversos passos. A elevada atividade bioldgica desses materiais demanda cautela quanto aos
seus efeitos sobre as células do hospedeiro. Recentemente, Fragelli et al. (2024)
demonstraram que diferentes morfologias de a-Ag:WOs sdo capazes de modular mecanismos
de morte celular de maneira dependente de suas caracteristicas estruturais, evidenciando que
pequenas alteragdes fisico-quimicas influenciam significativamente seus perfis de
citotoxicidade e biocompatibilidade. Esses achados refor¢am a necessidade de investigagdes
complementares sobre seguranga, farmacocinética e toxicidade antes da translacdo clinica do

AW-HRL-C.

6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o composto AW-HRL-C ¢ potencialmente promissor
como tratamento alternativo para a esquistossomose, apresentando eficacia comparavel ao
praziquantel na redu¢do da carga parasitaria de Schistosoma mansoni. A redugao na contagem
de ovos e vermes, associada a modulagdo positiva da resposta imunoldgica sugere que o

AW-HRL-C pode ser vislumbrado como uma alternativa viavel ao tratamento convencional.
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Apesar dos resultados positivos, sdo necessarios estudos complementares para
determinar a dosagem ideal e avaliar quais estdgios de vida do S. mansoni sdo mais
suscetiveis ao AW-HRL-C. Ensaios adicionais para quantificacdo de outras imunoglobulinas e
analises histoldgicas mais detalhadas dos tecidos afetados pela parasitose sdo essenciais para

uma compreensdo mais abrangente da eficacia do composto.
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